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Die mein Leben mit ihrer unermüdlichen Liebe und Fürsorge immer wieder
zu einem ganz Besonderen macht.
Und für meinen Vater.
Auf dessen wunderbare Unterstützung ich deﬁnitiv nicht verzichten möchte.
Danke - für einfach alles.„Das Leben ist eine fortwährende Ablenkung, die nicht einmal zur
Besinnung darüber kommen lässt, wovon sie ablenkt.„
Franz Kafka (1883-1924)Inhaltsverzeichnis I
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2 Einleitung
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Auswirkungen von Apolipo-
protein H (ApoH) und zusätzlich der modiﬁzierten Form, „clipped„ ApoH
(cApoH), auf die intrazelluläre Signalübertragung von Endothelzellen. Es
wird vermutet, dass ApoH und cApoH Einﬂuß auf die Angiogenese haben.
Dieser Einﬂuß stellt sich im Rahmen von Veränderungen der Endothelzellak-
tivität dar.
2.1 Grundlage
Zunächst werden die theoretischen Grundlagen deﬁniert. Im Einzelnen sind
dies die chemischen und physiologischen Grundlagen von ApoH, die Wir-
kungsweise von ApoH auf das Gerinnungssystem sowie die Pathologieme-
chanismen. Nach der Deﬁnierung der Grundlagen bilden Beschreibung und
Bedeutung der Angiogenese im Zusammenhang mit ApoH den Abschluß des
ersten Kapitels.
2.1.1 ApoH
ApoH ist ein stark glykosiliertes Serumprotein mit einem Molekulargewicht
von 54 kDa. Es wurde Anfang der Siebziger Jahre erstmals als eine Kompo-
nente der Beta-2-Globulin-Fraktion von Humanserum beschrieben und wird
daher in der Literatur auch als Beta-2-Glykoprotein I bezeichnet (Schultze
et al., 1961). Das monomere Protein besteht aus 326 Aminosäuren und be-
sitzt vier, sich wiederholende Domänen aus jeweils 60 Aminosäuren, welche
durch Disulﬁdbindungen zu sogenannten Sushi-Domänen bzw. Short Con-
sensus Repeats (SCR) verbunden sind (siehe Abb. 1). An die fünfte Domäne
schließt sich ein 20 Aminosäuren langer C-terminaler Schwanz an, der zur
Ausbildung einer dritten Disulﬁdbrücke führt (Day et al., 1992).
Der hohe Lysin-Anteil (Steinkasserer et al., 1992, Hunt et al., 1994) der
fünften Domäne scheint für die Ausbildung der positiv geladenen Phospholipid-
Binde-Region (siehe Abb. 2) verantwortlich zu sein (Bouma et al., 1999,Einleitung 2
Abbildung 1: Molekül-Struktur von ApoH
Schwarzenbacher et al., 1999). Der C-terminale Schwanz liegt frei vor und
kann sowohl durch Plasmin als auch in abgeschwächter Form durch Fak-
tor Xa enzymatisch verändert und zu einer geclippten Form des Proteins
(cApoH) umgewandelt werden (Shi et al., 2004, Sheng et al., 1996). Die
Produktion von ApoH ﬁndet sowohl in der Leber, als auch in der Plazenta,
in Neuralzellen, in Nierenzellen und in Endothelzellen statt (Averna et al.,
1997, Chamley et al., 1997, Caronti et al., 1999). Ferner zeigte sich in der
Milz, dem Herz, dem Magen, dem Dünndarm, der Prostata und im Gehirn
von normalen Rattengewebe eine erhöhte Proteinexpression (Ragusa et al.,
2000).
2.1.2 Physiologie
Die physiologische Funktion des Proteins ist bis heute nicht eindeutig geklärt.
Da jedoch mehr als 30 % des Proteins im Serum an Lipoproteine gebunden
ist, wird ihm eine Rolle im Lipidstoﬀwechsel zugeschrieben (Polz et al., 1979).
Die Bindung von ApoH an Cardiolipin führt zu einer Konformationsänderung
des Proteins und einer Bildung von neuen antigenen Epitopen (Palinski et
al., 1996, Horkko et al., 1997). In Bezug auf ApoH und dessen Wirkung auf
das Gerinnungssystem zeigt sich, dass die Plasmakonzentration von ApoH
150-300 g=ml beträgt und es somit neben Fibrinogen eines der Gerinnungs-
proteine mit der höchsten Konzentration im Plasma ist (Mehdi et al., 2003).Einleitung 3
Abbildung 2: ApoH Bindung an Phospholipid-Doppelschicht. (de Groot et al.,
2000)
ApoH hemmt die Aktivität der Prothrombinase, ein Enzymkomplex, welcher
die inaktive Protease Prothrombin in seine aktive Form Thrombin umwan-
delt, in humanen Thrombozyten. Gleichzeitig werden die von Faktor X, ein
im Blutplasma vorkommender Gerinnungsfaktor, aktivierten Komplexe inhi-
biert sowie die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation verhindert (Nimpf
et al., 1986, Shi et al., 1993). Shi beschrieb 2004 den Einﬂuß von ApoH auf
die Koagulationskaskade. In in vitro Experimenten kam es zur Bindung von
ApoH an Faktor XI, dadurch wurde die Aktivierung von Faktor XI verhin-
dert. Im Gegensatz dazu konnte die geclippte Form die Aktivierung von Fak-
tor XI nicht blockieren (Shi et al., 2004). Desweiteren wird durch ApoH die
Kontaktaktivierung des intrinsischen Gerinnungssystems (Schousboe et al.,
1985) und die Aktivierung des Hageman Faktors (XII) inhibiert (Henry et al.,
1988). Begründet durch diese Erkenntnisse wird ihm eine antikoagulierende
Wirkung zugeschrieben.
Neuere Erkenntnisse von Lopez-Lira et al. aus dem Jahr 2006 zeigen, dass
IgG Anti-ApoH-Antikörper ApoH an der Endotheloberﬂäche erkennen und
zu einer Erhöhung der Expression von ICAM-I, einem interzellulären Adhesi-
onsmolekül führen. Gleichzeitig kommt es zu einer verminderten Expression
von Thrombomodulin auf den Endothelzellen. Diese Veränderungen führenEinleitung 4
zur Aktivierung der Endothelzellen und einem pro-thrombotischen Zustand,
der im weiteren Verlauf die Entstehung einer Thrombose begünstigen kann.
2.1.3 Pathologie
Bei dem Antiphospholipid Syndrom (APS), einer Autoimmunerkrankung,
die mit Thrombosen und habituellen Aborten einhergeht, gilt ApoH neben
Prothrombin und Haptoglobin als eines der entscheidenen Targetproteine
(Galli et al., 1990, McNeil et al., 1990, Matsuura et al., 1990, Shapiro et al.,
1996, Kandiah et al., 1998). Im Zuge dieser Erkrankung kommt es durch den
Organismus zur Bildung von Auto-Antikörpern gegen o.g. Targetproteine,
im speziellen Anti-ApoH-Antikörper.
Im Rahmen der Pathogenese von APS-assoziierten Thrombosen bindet
ApoH an Thrombozyten und Endothelzellen. An das ApoH wiederum as-
soziieren dann die gebildeten Anti-ApoH-Antikörper, was letzten Endes zu
einer Aktivierung der Endothelzellen führt (Wurm, 1984, Polz et al., 1979).
Das Krankheitsbild der Artherosklerose wird deﬁniert als eine variable
Kombination von Veränderungen der Gefäßintima, bestehend aus einer herd-
förmigen Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten und
Blutbestandteilen. In den Industrieländern führt die Artherosklerose als Haupt-
ursache für Herzinfarkte und zerebralen Infarkte zu einer großen Anzahl
von Todesfällen. Im Frühstadium der Erkrankung spielen die sogenannten
„Schaumzellen„ eine große Rolle. Bei den Zellen handelt es sich um Makro-
phagen, welche in ihrem Zytoplasma zahlreiche Lipidvakuolen gespeichert ha-
ben und sich als Lipidﬂecken an die Intima anlagern. Die Bindung von ApoH
und Anti-ApoH-Antikörpern an oxidierte Low Density Lipoproteine (oxLDL)
führt zu einer verstärkten Aufnahme der oxLDL durch Makrophagen (Hasu-
numa et al., 1997). Die Aufnahme von oxLDL führt dann zur Bildung der
„Schaumzellen„. Liegt ApoH durch die enzymatische Veränderung mit Plas-
min in der geclippten Version vor, verliert es die Eigenschaft an oxLDL zu
binden und somit ist auch eine Bindung von Auto-ApoH-Antikörpern an die-
se nicht möglich (Matsuura et al., 2000). Kochl et al. fanden 1997 heraus,Einleitung 5
dass ApoH mit hoher Aﬃnität an das atherogene Lipoprotein a (Lp a), ein
Fett-Eiweiss-Komplex, welcher eine Variante des bekannten LDL darstellt,
bindet.
2.1.4 Angiogenese
Neuere Untersuchungen zeigen eine weitere Funktion von ApoH auf. Darin
fungiert es als endogener Angiogenese-Inhibitor. Als Angiogenese bezeichnet
man einen Vorgang, bei dem Endothelzellen zum Aufbau neuer Blutgefäße
aus bereits vorhandenen Kapillaren angeregt werden (Risau et al., 1997).
Die Entstehung der neuen Gefäße kann durch zwei unterschiedliche Mecha-
nismen stattﬁnden (siehe Abb. 3). Einerseits durch Sprossung von Endothel-
zellen und andererseits durch die sogenannte Intussuszeption, der Teilung
eines vorhandenen Gefäßlumens (Patan et al., 2000).
Das Feld der Angiogeneseforschung wurde mit dem im Jahre 1971 erschie-
nenen Artikel von Judah Folkman im „New England Journal of Medicine„
eröﬀnet. Darin postulierte er, Tumorwachstum sei angiogeneseabhängig und
somit durch Angiogeneseinhibitoren beeinﬂussbar (Folkman, 1971).
Physiologischerweise ﬁndet Angiogenese im Organismus insbesondere wäh-
rend der embryonalen Entwicklung, der Wundheilung und der Reifung des
Corpus luteum statt (Folkman et al., 1992).
Neben Krebserkrankungen spielt eine Verstärkung der Angiogenese auch
bei anderen Erkrankungen wie z.B. der proliferativen Maculadegeneration
(Cleary et al, 2008), der Endometriose, der Arthritis und bei Psoriasis eine
große Rolle (Folkman, 2003). Daher sind sowohl die Stimulation der Angio-
genese zur Ausbildung neuer Blutgefässe in ischämischen Gebieten, als auch
ihre Inhibierung im Rahmen der Tumortherapie von besonderem therapeu-
tischem Interesse (Folkman et al., 1992).
In der Tat steht die Aktivierung der Angiogenese in engem Zusammen-
hang mit dem Tumorwachstum und seiner Gefäßversorgung. Da die Versor-
gung eines Tumors mit dem bestehenden Kapillarsystem nur bis zu einer Tu-
morgröße von 1 mm3 möglich ist, müssen die Tumorzellen durch Veränderun-Einleitung 6
Abbildung 3: Angiogenese-MechanismenEinleitung 7
gen auf molekularer Ebene in der Lage sein, die Endothelzellen zum Wachs-
tum zu stimulieren und somit ihre Nährstoﬀzufuhr zu sichern (Hanahan et
al., 1996). Eine Inhibition der Tumorangiogenese könnte durch unterschied-
liche Mechanismen erfolgen. Die Neutralisation von bereits sezernierten pro-
angiogenen Faktoren sowie eine direkte Hemmung der angiogenen Antwort
der Endothelzellen sind ebenso vorstellbar wie eine frühzeitige Hemmung der
Freisetzung proangiogener Faktoren aus den Tumorzellen (Folkman, 1992).
Interessanterweise konnte kürzlich ein Zusammenhang zwischen ApoH
und der Angiogenese demonstriert werden. Oﬀensichtlich führt die geclippte
Form des ApoH (cApoH) zu einer Hemmung der endothelialen Proliferation
(Beecken et al., 2006).
2.1.5 Annexin II
Da die Bindung von ApoH an Endothelzellen durch den Annexin-II-Rezeptor
vermittelt wird (Ma et al., 2000), beschäftigt sich die vorliegende Arbeit
im Rahmen der Versuche mit der Annexin-II-Blockade. Der endotheliale
Annexin-II-Rezeptor ist der Annexin-Familie zuzuordnen, welche aus mehre-
ren, strukturell verwandten Proteinen besteht. Alle Proteine dieser Familie
weisen eine C-terminal gelegene Core-Domäne auf (Rand et al., 1999). Die-
se Core-Domäne besitzt bei den verschiedenen Annexinen eine Homologie
von 40-70 Prozent und besteht aus einer Serie von 70 Aminosäuren Repeats.
Im Gegensatz dazu sind die Länge sowie die Aminosäuren-Zusammensetzung
des N-terminalen Schwanzes sehr unterschiedlich (Raynal et al., 1994). Anne-
xin II vermittelt die Bindung von Tissue-type Plasminogen Activator (t-PA)
an Endothelzellen durch Interaktion mit der LCKLSL-Sequenz in seiner N-
terminalen Schwanz-Domäne (Hajjar et al., 1998, Cesarman et al., 1994).
2.2 Fragestellung
Ziel dieser Arbeit ist daher, die Wirkung von ApoH und cApoH auf Endothel-
zellen zu analysieren. Im Zuge dieser Fragestellung wurden die Messungen imEinleitung 8
Zellkulturmodell mit humanen Endothelzellen und bovinen Kapillarendothel-
zellen durchgeführt. Die Schwerpunkte der Untersuchungen waren Prolifera-
tion, Zell-Zyklus-Analysen sowie intrazelluläre Signalkaskaden. Bezüglich der
intrazellulären Signalkaskaden wurde die Aktivierung der Mitogen-activated-
Protein-Kinasen (MAPK) im Zellkulturmodell untersucht.Material und Methode 9
3 Material und Methode
3.1 Material
3.1.1 Laborgeräte
Gerätebezeichnung Hersteller
Agarosegeldokumentation Gel Doc 1000 BioRad (München)
Agarosegelkammer Modell PS 250 Hybaid (Ulm)
ÄKTA Pharmacia (Schweden)
Brutschrank für Zellkulturen Heraeus (Hanau)
Durchﬂusszytometer FACScan BD Biosciences (Heidelberg)
Entwicklermaschine Typ Unix 60 AGFA (Köln)
Flüssigszintillationszähler 1219 Rackbeta LKB, Wallace (USA)
Heizblock Thermoblock TB1 Biometra (Göttingen)
Isotemp 205 Fisher Scientiﬁc (USA)
Lichtmikroskop Photomikroskop III Zeiss (Jena)
Magnetrührer Kika Labortechnik (Staufen)
Mini-Schüttler Ika-Works (Wilmington/USA)
Netzgerät PowerPac 300 Power Supply Biorad (München)
pH-Meter Typ 632 Metrohm (Herisau/Schweiz)
Pipettierhilfe Biohit (Helsinki/Finnland)
Protein-Minigel-Apparatur Biorad (München)
Protein-Transfer-Apparatur Biorad (München)
SDS-Polyacrylamid Mini Protein II Biorad (München)
Spektrometer Uvikon 933 Kontron (Groß-Zimmern)
Sterilbank HERA safe Heraeus (Hanau)
Tischschüttler Polymax 1040 Heidolph (Schwalbach)
Waagen
Typ 2442 Sartorius (Göttingen)
Typ 3706 Sartorius (Göttingen)
Zentrifugen
Centrifuge 5402, Rotor F-45-18-11 Eppendorf (Hamburg)
Rotanta/RP, Rotor 5094A1289 Hettich (Kirchlangen)Material und Methode 10
3.1.2 Materialien
Material Hersteller
Blotting-Papier Typ GB002 Schleicher und Schüll (Dassel)
Einmalkanülen, steril BD Biosciences (Heidelberg)
Einmalpipetten, steril Costar Corning (NY/USA)
FACS-Röhrchen Falcon (Heidelberg)
Filterpapier VWR International (Darmstadt)
HiTrapTM Heparin-Säule (1 ml) Pharmacia (Schweden)
Nitrozellulosemembran Amersham (Braunschweig)
Neubauer-Zählkammer W. Schreck (Hofheim/TS)
Pasteurpipetten, steril BD Biosciences (Heidelberg)
Pipetten MicroOne Starlab (Ahrensburg)
Pipettenspitzen Starlab (Ahrensburg)
Polystyrolzellkulturﬂaschen Sarstedt (Nümbrecht)
Reaktionsgefäße (1.5 ml) Eppendorf (Hamburg)
Röntgenﬁlm Typ HyperﬁlmTM ECTM Amersham (Braunschweig)
Schwammtücher Biorad (München)
Steri-Cult 200 Forma Scientiﬁc (Langen)
Sterilﬁlter (0.22 und 0.44 m) Millipore (Schwalbach)
Zellkulturplatten (6-, 24- und 48-Loch) Sarstedt (Nümbrecht)
Zentrifugenröhrchen (15 und 50 ml) Sarstedt (Nümbrecht)
3.1.3 Test-Kits
Kit-Bezeichnung Hersteller
Chemolumineszenz-Lösung A und B Amersham-Buchler (Braunschweig)
CycleTestTMPlus BD Biosciences (Heidelberg)
DC-Protein-Assay Biorad (München)
Western Blotting Substrate ECL Pierce (Rockford, USA)Material und Methode 11
3.1.4 Chemikalien und Biochemikalien
Chemikalien und Biochemikalien Hersteller
Accutase PAA Lab. GmbH (Pasching)
Acrylamidlösung (30 %) Roth (Karlsruhe)
Ammoniumperoxodisulfat (APDS) Merck (Darmstadt)
Aqua dest. Braun (Melsungen)
Biocoll Trennlösung Biochrom AG (Berlin)
Bisacrylamidlösung (2 %) Roth (Karlsruhe)
bFGF Scios Nova (Mountain View, USA)
Beta-2-Glykoprotein I (ApoH) Cell Systems (St. Katharinen)
Calciumchlorid AppliChem (Darmstadt)
ChemichromeTN Ultimate Sigma (Taufkirchen)
Color Marker Wide Range Sigma (Taufkirchen)
Developer G153 (A+B) AGFA (Mortsel, Belgien)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck (Darmstadt)
Dispase Sigma (Taufkirchen)
Dulbecco´s PBS Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Dulbecco´s PBS (ohne Ca+Mg) PAA Lab. GmbH (Pasching)
Elektrophorese Marker ColorBurstTM Sigma (Taufkirchen)
Ethanol (EtOH) Merck (Darmstadt)
Gentamycin Bio Whittaker (Verviers, Belgien)
Glutamax Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Glycin AppliChem (Darmstadt)
Heparin-Natrium (5000 I.E) Ratiopharm (Ulm)
Hepes Buﬀer 1 M Bio Whittaker (Verviers, Belgien)
IC FixTM BioSource Int. Inc. (USA)
IC PermTM BioSource Int. Inc. (USA)
Isopropanol Sigma (Taufkirchen)
Laemmli Sample Buﬀer Biorad (München)Material und Methode 12
Chemikalien und Biochemikalien Hersteller
Loading Dye Promega (Mannheim)
Magermilchpulver (Naturaﬂor) Töpfer (Dietmannsried)
Mercaptoethanol Merck (Darmstadt)
Methanol J.T. (Backer, Holland)
Natriumchlorid AppliChem (Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem (Darmstadt)
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma (Taufkirchen)
Penicillin/Streptomycin (5.000 U/ml) Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Phenylmethylsulfonylﬂuorid (PMSF) Sigma (Taufkirchen)
Plasmin (humanes) Cell Systems (St. Katharinen)
Rapid Fixer G354 AGFA (Mortsel, Belgien)
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma Aldrich (Steinheim)
Szintillationslsg. Ultima Gold Packard (Canberra, USA)
Trichloressigsäure (TCA) Sigma Aldrich (Steinheim)
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth (Karlsruhe)
Tris AppliChem (Darmstadt)
Trypanblau Gibco (Karlsruhe)
Tween 20 AppliChem (Darmstadt)
Trypsin PAA Lab. GmbH (Pasching)Material und Methode 13
3.1.5 Antikörper
Antikörper Hersteller
anti-Annexin-II, mk. BD Transduction Lab. (Hd.)
anti-Cdk 4, mk. BD Biosciences (Hd.)
anti-Cyclin D 1, mk. BD Biosciences (Hd.)
anti-ERK 1/2 (pT202/pY204), mk. BD Biosciences (Hd.)
anti-Kip 1/p 27, mk. BD Biosciences (Hd.)
anti-MAPK p 49 (JNK), mk. BD Transduction Lab. (Hd.)
anti-p 38a/SAPK 2a, mk. BD Transduction Lab. (Hd.)
anti-pan-ERK, mk. BD Transduction Lab. (Hd.)
anti-ß-Aktin, mk. Sigma (Taufkirchen)
goat anti-mouse IgG-HRP, pk. Upstate Biotech. Inc. (NY, USA)
PE labeled goat anti-mouse, pk. BD Biosciences (Hd.)
3.1.6 Antikörper für die FACS-Analyse
Antikörper Verdünnung
Primär-Antikörper 1:10
Sekundär-Antikörper
PE labeled goat anti-mouse 1:50Material und Methode 14
3.1.7 Antikörper für die Western Blot Analyse
Antikörper Verdünnung
Primär-Antikörper
anti-ERK 1/2 1:1000
anti-JNK (pT183/pY185) 1:250
anti-p 38 a/SAPK 2a 1:5000
anti-p 38 (pT180/pY182) 1:2500
anti-pan-JNK/SAPK 1 1:250
anti-ß Aktin 1:1000
anti-Kip 1/p 27 1:500
anti-Cdk 4 1:250
anti-Cyclin D 1 1:250
Sekundär-Antikörper
goat anti-mouse IgG-HRP 1:5000
3.1.8 Kulturmedien und -seren
Kulturmedien und -seren Bezugsquelle
ECGM Medium Promocell (Heidelberg)
ECGS (Wachstumsfaktor) Promocell (Heidelberg)
Fetales Bovines Serum (FBS) Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Humanes Serum Blutspendedienst (Frankfurt am Main)
Medium 199 Gibco (Karlsruhe)
DMEM Medium Gibco (Karlsruhe)Material und Methode 15
3.1.9 Grundmedium
Komponente Menge [ml]
Medium 199 (M 199) 500
Hepes Buﬀer 1 M 10
Heparin 0.5
Glutamax 5
Gentamycin 1
3.1.10 FACS-Puﬀer
Komponente Menge
PBS ohne Calcium und Magnesium 500 ml
Bovines Serum Albumin 2.5 g
3.1.11 HUVEC-Vollmedium
Komponente Menge [ml]
Grundmedium 318
Fetales Bovines Serum (FBS) 40
Humanes Serum 40
Endothelialer Wachstumsfaktor (ECGS) 4Material und Methode 16
3.1.12 Puﬀerlösungen
Lösung Zusammensetzung
Lauf-Puﬀer 0.25 M Tris, pH 8.3
1.92 M Glycin
0.1 % SDS
Lysis-Puﬀer-Stammlösung 20 mM, pH 7.5 Tris HCl
20 mM NaF
10 mM NaPPi
150 mM NaCl
Lysis-Puﬀer-Gebrauchslösung 96.4 % Lysis-Puﬀer-Stammlösung
1.2 % PIM (12 l/ml)
1 % Okadic acid (10 mM)
1 % Ortho-Vanadat (Na3VO4)
0.4 % PMSF (4 l/ml)
Proben-Puﬀer Laemmli Proben-Puﬀer
Antikörper-Puﬀer 0.5 % BSA
0.9 % NaCl
10 mM Tris (pH 7.4)
0.5 % Tween 20
Blockierlösung 10 % Magermilchpulver
0.9 % NaCl
10 mM Tris (pH 7.4)
Blot-Puﬀer 0.9 % NaCl
10 mM Tris (pH 7.4)
0.5 % Tween 20
Towbin-Puﬀer 0.9 % NaCl
10 mM Tris (pH 7.4)
Transfer-Puﬀer 25 mM Tris (pH 8.3)
192 mM Glycin
20 vol % MethanolMaterial und Methode 17
3.1.13 Gele
Sammelgel (4 %) Zusammensetzung
Acrylamid A 1.3 ml
APDS (10 %) 100 l
dH2O 5.4 ml
Bisacrylamid B 0.6 ml
SDS (10 %) 100 l
TEMED 20 l
Sammelgel-Puﬀer 2.5 ml
(1.125 M Tris (pH 6.8))
Trenngel (7 %) Zusammensetzung
Acrylamid A 2.3 ml
APDS (10 %) 100 l
dH2O 3.9 ml
Bisacrylamid B 1.1 ml
SDS (10 %) 100 l
TEMED 10 l
Trenngel-Puﬀer 2.5 ml
(1.125 M Tris (pH 8.8))
Trenngel (12 %) Zusammensetzung
Acrylamid A 3.9 ml
APDS (10 %) 100 l
dH2O 1.75 ml
Bisacrylamid B 1.8 ml
SDS (10 %) 100 l
TEMED 10 l
Trenngel-Puﬀer 2.5 ml
(1.125 M Tris (pH 8.8))Material und Methode 18
3.2 Methoden
3.2.1 Verwendete Zellen
Im Rahmen der Versuche wurden Humane Endothelzellen (HUVEC) verwen-
det, die aus der Nabelschnurvene stammen. Es handelt sich bei den Endothel-
zellen um adhärente Zellen. Die Nabelschnüre wurden freundlicherweise von
den Mitarbeitern der Klinik für Frauenheilkunde (Frankfurt am Main) zur
Verfügung gestellt. Desweiteren wurden im Rahmen der Endothelzellaktivi-
tätsassays Bovine Kapillarendothelzellen (BCE) verwendet, welche freundli-
cherweise von den Mitarbeitern des Vascular Biology Programs des Childrens
Hospital in Boston (Massachusetts, U.S.A.) zur Verfügung gestellt wurden.
3.2.2 Methoden der Zellkultur
Alle Arbeiten mit den Zellen wurden an einer sterilen Werkbank unter Ver-
wendung steriler Glas- und Plastikwaren durchgeführt, um eine Kontamina-
tion der Zellkulturen mit Keimen zu vermeiden. Die Inkubation der HUVEC-
und BCE-Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37 C, 5 % CO2 und was-
serdampfgesättigter Atmosphäre.
3.2.3 Isolierung der humanen Endothelzellen (HUVEC)
Nach dem Spülen der Nabelschnurvene mit 50 ml calciumfreiem PBS wurde
sie für 10 Minuten bei 37 C mit einer Dispaselösung inkubiert. Die durch
die enzymatische Behandlung abgelösten Endothelzellen wurden mit 50 ml
Medium 199 in ein Zentrifugenröhrchen überführt und bei 1.200 rpm für 5
Minuten zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in Nährmedium re-
suspensiert und in kleine Zellkulturﬂaschen (25 cm2) ausgesät.
3.2.4 Kultivierung der Zellen
Das Nährmedium der Zellen wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Bei
Erreichen 80 - 90 %iger Konﬂuenz der Zellen wurden diese mit calciumfrei-
em PBS (37 C) gewaschen und anschließend für 5 Minuten bei 37 C mitMaterial und Methode 19
Accutase abgelöst. Die Zellen wurden in Nährmedium aufgenommen und im
Verhältnis 1:3 auf neue Zellkulturﬂaschen verteilt oder für Versuche verwen-
det. In den Experimenten wurden ausschließlich Endothelzellen der Passagen
1-3 verwendet.
3.2.5 Gewinnung der Peripheral Blood Mononucleal Cells
Die Isolierung der PBMC (Peripheral Blood Mononucleal Cells) erfolgte aus
Buﬀy Coat-Konserven durch Dichte-Gradient-Zentrifugation über Biocoll-
Trennlösung (Biochrom AG, Berlin). Die Dichte der Biocoll-Trennlösung ent-
spricht einer Dichte von 1,077 g/ml und somit der Dichte von Lymphozyten.
Mittels der Zentrifugation kommt es zu einer Ansammlung der Lymphozyten
in der Interphase des Zentrifugationsgemisches. Die Buﬀy Coat-Konserven
wurden freundlicherweise vom Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreu-
zes Frankfurt am Main zur Verfügung gestellt und im Verhältnis 1:2 mit
PBS (ohne Calcium und Magnesium) vermischt. Anschließend wurde das
Gemisch bei 1700 rpm für 30 Minuten zentrifugiert. Der lymphozytenhaltige
weiße Ring in der Interphase der Suspension wurde abgenommen, auf 15 ml
Biocoll-Trennlösung überschichtet und erneut zentrifugiert (1500 rpm für 10
Minuten). Dieser Schritt wurde einmal wiederholt um die Konzentration der
Lymphozyten zu erhöhen.
3.2.6 Modiﬁkation von ApoH
Humanes Beta-2-Glykoprotein I (ApoH) wurde in PBS solubilisiert und zu-
sammen mit Plasmin in einem molaren Verhältnis von 1:15 gemischt. Um die
modiﬁzierte Form des ApoHs herzustellen (Variation der Methode von Ok-
hura et al., 1998), wurde die Lösung bei 37 C für 120 Minuten inkubiert. Das
modiﬁzierte ApoH (cApoH) wurde direkt im Anschluss an die Inkubation in
den Experimenten verwendet.Material und Methode 20
3.2.7 Proliferations-Assay mit Bovinen Kapillarendothelzellen
Bovine Kapillarendothelzellen (BCE) wurden mit Hilfe von Trypsin enzy-
matisch gelöst und in DMEM-Medium mit 10 % FBS und 1 % Glutamin-
Penicillin-Streptomycin aufgenommen. Anschließend wurde die Zellzahl auf
20.000/ml eingestellt und jeweils 0.5 ml der Zellsuspension in eine Vertiefung
einer 48-Well-Platte pipettiert. Die Zellen wurden für 72 Stunden bei 37 C
im Brutschrank inkubiert. Am 3. Tag wurden pro Vertiefung 10 l
1. ApoH
2. cApoH
3. Plasmin oder
4. PBS
hinzugegeben. Parallel dazu wurden identische Ansätze gemacht und zusätz-
lich mit 10 l bFGF behandelt um durch die mitogene Wirkung auf die
Endothelzellen auch den Einﬂuß von ApoH auf Zellen in der Wachstumspha-
se beurteilen zu können. Nach 16 Stunden Inkubation wurden 10 l (0.5 Ci)
3H-Thymidin pro Well hinzupipettiert. Das radioaktiv markierte Thymidin
wird in die DNA der proliferierenden Zellen eingelagert und kann anschlie-
ßend detektiert werden. Dabei bestimmt die Rate der DNA-Synthese die
Aufnahme von 3H-Thymidin in die DNA der Zellen. Nach 5 Stunden wurde
das radioaktive Medium abgesaugt und die Wells einmal mit PBS gewaschen.
Nun erfolgten zuerst zwei 5-minütige Inkubationen mit Methanol und danach
zwei 10-minütige Inkubationen mit kaltem (5 C) 5 % TCA. Anschließend
wurde die 48-Well-Platte dreimal mit H2O gewaschen. Dann wurden 0.2 ml
NaOH (0.3 M) pro Well hinzupipettiert und die Proben in Szintillations-
gefässe überführt. Nach Hinzugabe von 3 ml Szintillationslösung pro Probe
wurden die Proben mit Hilfe eines Fluid Scintillation Counters ausgezählt.Material und Methode 21
3.2.8 Chromatographie der modiﬁzierten Form von ApoH
Für die Inkubation wurden 20 g Plasmin und 100 g ApoH in 1 ml PBS
gelöst und bei 37 C für drei Stunden inkubiert. Um die veränderte Form von
ApoH in Reinform zu erhalten, wurde das modiﬁzierte ApoH direkt nach der
Inkubation mit Plasmin in Tris-Puﬀer 10fach verdünnt. Anschließend wurde
das verdünnte modiﬁzierte ApoH mit Hilfe einer HiTrapTMHeparin-Säule in
einem Äkta-Chromatographen aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit einem
kontinuierlichen Gradienten von 20 mM bis 1 mM NaCl.
3.2.9 Bestimmung der Kinasenaktivität mittels Durchﬂußzyto-
metrie
Mit ﬂuoreszenz-markierten Antikörpern wurden die intrazellulären MAP-
Kinasen markiert. Anschliessend konnte mit Hilfe des Durchﬂußzytometers
(FACS) die Intensität der Fluoreszenz gemessen und somit die Kinasenakti-
vität in den Endothelzellen quantitativ bestimmt werden.
3.2.10 Probengewinnung für die FACS-Analyse
Bei einer Konﬂuenz von mindestens 75 % wurden HUVEC mit calciumfreiem
PBS gewaschen und anschließend für 5 Minuten bei 37 C mit Accutase
inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden in FACS-Puﬀer aufgenommen und
für 5 Minuten bei 1.000 rpm und 4 C zentrifugiert. Anschließend wurde das
Pellet in 500 l des FACS-Puﬀers resuspendiert und die Zellen in FACS-
Röhrchen transferiert.
3.2.11 Inkubation der Zellen mit ApoH
Nach einer weiteren Zentrifugation von 5 Minuten bei 1.000 rpm wurden die
Zellpellets mit jeweils 0.5 ml
1. ApoH
2. cApoHMaterial und Methode 22
3. Plasmin oder
4. Medium
resuspensiert und für 90 Minuten bei 37 C inkubiert. Anschließend wurden
die Proben mit 1.5 ml FACS-Puﬀer gewaschen und für 5 Minuten bei 1.000
rpm zentrifugiert.
3.2.12 Fixierung und Perforation der Zellen
Nach dem Zentrifugationsschritt wurde der Überstand verworfen und das
Pellet in 1 ml IC FixTM (BioSource) in Suspension gebracht. Nach zehnmi-
nütiger Inkubationszeit bei 25 C wurden die Zellen mit 1.5 ml FACS-Puﬀer
gewaschen und für 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet in
2.5 ml Permeabilisierungspuﬀer resuspendiert und für 5 Minuten bei 25 C
inkubiert. Diese Suspension wurde für 5 Minuten mit 1.000 rpm zentrifugiert
und der Überstand dekantiert.
3.2.13 Antikörperfärbung der Zellen
Die vorbereiteten Zellpellets wurden mit 50 l der Primär-Antikörper für
1 Stunde bei 25 C inkubiert. Verwendet wurden die Antikörper Anti-ERK
1/2, Anti-p 38 und Anti-JNK (siehe 3.1.5.). Anschließend wurden 2 ml Per-
meabilisierungspuﬀer pro Probe hinzupipettiert, 5 Minuten bei 1.000 rpm
zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Pro Pellet wurden 20 l PE la-
beled goat anti-mouse IgG-HRP-Antikörper (siehe 3.1.5.) hinzugegeben und
für 30 Minuten unter Ausschluss von Licht inkubiert. Danach wurden die
Proben zweimal mit FACS-Puﬀer gewaschen und schließlich in 500 l FACS-
Puﬀer resuspendiert. Die Bestimmung der relativen Fluoreszenzeinheiten er-
folgte mit einem FACScan ﬂow Cytometer (Becton Dickinson). Pro Messung
wurden 1 x 104 Einzelzellen untersucht.Material und Methode 23
3.2.14 Bestimmung der Zell-Zyklusphasen mittels Durchﬂußzyto-
metrie
Um die Auswirkungen von ApoH auf die Zellaktivität beurteilen zu können,
wurden die Zellen mit Hilfe des CycleTestTMPlus Reagent Kit (BD Bios-
ciences) am FACScan ﬂow Cytometer (Becton Dickinson) gemessen. Mit Hilfe
dieses Testverfahrens können die Zellen den einzelnen Zell-Zyklusphasen zu-
geordnet werden. Dabei werden die Membran-Lipide mit einem non-ionischen
Lösungsmittel aufgelöst, die Zellmembran und das Zytoskelett durch Trypsin
und die zelluläre RNA durch Ribonuklease A verdaut. Anschließend wird das
nukleäre Chromatin mit Spermin stabilisiert und somit für die Färbung vor-
bereitet (Vindelov et al., 1983). Nun bindet Propidium-Jodid an die Nuclei
und die Fluoreszenz kann mittels FACS detektiert werden (Humason et al.,
1979) Als Kontrolle dienten bei jeder Messung Peripheral Blood Mononucle-
ar Cells (PBMC), welche freundlicherweise von dem DRK-Blutspendedienst
in Frankfurt am Main zur Verfügung gestellt wurden.
3.2.15 Vorbereitung der Zellen
Für die Messung wurden HUVEC mit calciumfreiem PBS gewaschen und
anschließend für 5 Minuten bei 37 C mit Accutase inkubiert. Die abgelösten
Zellen wurden in calciumfreien PBS aufgenommen, auf 4 Röhrchen verteilt
und für 5 Minuten bei 1.000 rpm und 4 C zentrifugiert.
3.2.16 Inkubation der Zellen mit ApoH
Nach dem Zentrifugationsvorgang wurden die Zellpellets mit jeweils 0.5 ml
1. ApoH
2. cApoH
3. Plasmin oder
4. MediumMaterial und Methode 24
resuspensiert und für 90 Minuten bei 37 C inkubiert. Nach der Inkubation
wurde jeweils eine Probe in die entsprechende Vertiefung einer 6-Well-Platte
gegeben. Nach Zugabe von 2 ml HUVEC-Vollmedium wurden die Zellen über
Nacht bei 37 C inkubiert.
3.2.17 Inkubation mit den CycleTestTMPlus-Lösungen und Mes-
sung
Am darauﬀolgenden Tag wurden die Zellen mit calciumfreien PBS gewa-
schen, vorsichtig mit Accutase abgelöst und in FACS-Röhrchen überführt.
Darauf folgte ein 5-minütiger Zentrifugationsschritt mit 400 x g. Das Zell-
pellet wurde in 1 ml calciumfreien PBS aufgenommen und mit Hilfe ei-
ner Neubauer-Zählkammer die jeweilige Zellzahl bestimmt. Nach der Zell-
zahleinstellung auf 1 x 106 Zellen/ml wurden pro Probe 250 l Lösung A
(Trypsin-Puﬀer) hinzupipettiert und 10 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Der gleiche Inkubationsschritt erfolgte nach Zugabe von 200 l Lösung
B (Trypsin-Inhibitor und RNase Puﬀer). Anschließend wurden 200 l kalte
Lösung C (Propidium Iodid) hinzugegeben und auf Eis unter Ausschluß von
Licht für 10 Minuten inkubiert. Zur Vorbereitung auf die FACS-Messung ﬁl-
terte man die Proben durch einen 40 m Nylon Mesh-Aufsatz. Die Messung
wurde innerhalb der nächsten 3 Stunden durchgeführt.
3.2.18 Quantiﬁzierung der Proteinexpression mittels Western Blot
Um ein Expressionsproﬁl der Signalproteine zu erhalten, wurden nach der
Inkubation mit 0.5 ml
1. ApoH
2. cApoH
3. Plasmin oder
4. MediumMaterial und Methode 25
die Zellen lysiert. Die Proteinkonzentration der Lysate wurde mit Hilfe des
DC-Protein-Assay bestimmt. Nachdem die Proteine mittels SDS-Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, wurden sie auf eine Nitrozellu-
losemembran transferiert. Die Anfärbung erfolgte durch die Antikörper Anti-
ERK 1/2, Anti-p38 und Anti-JNK (siehe 3.1.5.) und die anschließende De-
tektion mittels einer enzymatischen Reaktion.
3.2.19 Vorbereitung der Zellen
Die Protein-Isolierung erfolgte aus subkonﬂuent gewachsenen HUVEC- Kul-
turen. Dafür wurden die Zellkulturen zunächst mit calciumfreiem PBS (37
C) gewaschen, mit Accutase inkubiert und wieder in PBS (ohne Calcium
und Magnesium) aufgenommen. Die abgelösten Zellen wurden in Zentrifu-
genröhrchen bei 1.000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand
anschließend vollständig entfernt.
3.2.20 Inkubation der Zellen mit ApoH
Nach dem Zentrifugationsvorgang wurden die Zellpellets mit jeweils 0.5 ml
1. ApoH
2. cApoH
3. Plasmin oder
4. Medium
resuspensiert und für 90 Minuten bei 37 C inkubiert. Anschließend wur-
den die Zellen für 5 Minuten bei 1.000 rpm zentrifugiert und der Überstand
dekantiert.
3.2.21 Gewinnung des Zelllysats
Die Zellen wurden in jeweils 750 l Lysis-Puﬀer gelöst, durch 5-maliges Auf-
ziehen mittels einer dünnen Kanüle gründlich homogenisiert und für 10 Minu-
ten auf Eis inkubiert. Nach der anschließenden Zentrifugation von 10 MinutenMaterial und Methode 26
bei 10.000 rpm und 4 C wurde der Überstand mit den Proteinen abpipettiert
und bis zum weiteren Gebrauch bei - 80 C gelagert.
3.2.22 Proteinquantiﬁzierung nach Lowry
Um ein exaktes Beladen der Taschen im Western Blot mit einer vergleichba-
ren Proteinmenge zu gewährleisten, wurde die Gesamtproteinmenge in den
Proben bestimmt. Zu Beginn der Bestimmung wurden 10 l der Messprobe
im Verhältnis 1:10 mit ddH2O verdünnt. Zu jeder Probe wurden 500 l der
Lösung A (DC Protein Assay) und 4 ml der Lösung B (DC Protein Assay)
hinzugegeben und sofort gemischt. Nach 15-minütiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde die Extinktion mit Hilfe des Spektrometers (siehe
3.1.1.) direkt gegen einen Leerwert in Doppelbestimmung bei 750 nm gemes-
sen. Anhand einer Eichgeraden (1 bis 20 g BSA) konnte über die gemessene
optische Dichte die in der Probe enthaltene Proteinmenge berechnet werden.
3.2.23 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Proteinauftren-
nung
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekular-
gewicht erfolgte durch SDS-PAGE. Zur Auftrennung der Proteine wurden
Glycingele mit 12 %igem Trenngel und 4 %igem Sammelgel nach Laemmli
(Laemmli, 1970) gegossen. Die Proteinproben (50 g/Spur) für SDS-PAGE
wurden mit Proben-Puﬀer im Verhältnis 1:1 versetzt und 5 Minuten bei 95
C im Heizblock denaturiert. Als Größenstandard wurde der ColorBurstTM-
Proteinstandard aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei RT in 1x SDS-
Laufpuﬀer, zunächst bei einer Spannung von 80 V und nach dem Eintritt der
Proben in das Trenngel bei einer Spannung von 120 V. Anschließend wurden
die Gele für einen Western-Transfer eingesetzt.
3.2.24 Western Blot
Die in der Gelelektrophorese der Größe nach aufgetrennten Proteine lassen
sich mittels Western-Blotting auf eine Nitrozellulosemembran transferierenMaterial und Methode 27
Abbildung 4: Skizzierter Aufbau der Western Blot-Kammer
und anschließend durch Inkubation mit speziﬁschen Antikörpern detektie-
ren. Zu Beginn des Western-Transfers wurden die Nitrozellulosemembranen,
die Blotting-Papiere und zwei Schwammtücher für zehn Minuten zur Ak-
tivierung in Transferpuﬀer getränkt. Anschließend wurde das nach Abb. 4
eingebettete Proteingel in die Transfereinrichtung einer mit Transferpuﬀer
gefüllten Protein-Transfer-Apparatur eingespannt und zusammen mit einer
Kühleinheit auf einen Magnetrührer gestellt. Der Western-Transfer wurde für
60 Minuten bei 100 V durchgeführt.
3.2.25 Antikörperbindung
Um unspeziﬁsche Hintergrundbindungen zu verhindern, wurde die Nitro-
zellulose-membran über Nacht bei 4 C in Blockierlösung inkubiert. Nach
dem Spülen in Towbin-Puﬀer wurde die Membran mit Primärantikörpern
in Antikörperpuﬀer für 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde die Membran dreimal für jeweils 15 Minuten in Blot-Puﬀer gewaschen
und anschließend für 45 Minuten mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Um
ungebundene Antikörper zu entfernen wurde die Membran erneut in Blot-
Puﬀer (3 x 15 Minuten) gewaschen. Als letzter Spülschritt folgte dH2O für
15 Minuten.Material und Methode 28
3.2.26 Chemilumineszenz
Die Chemilumineszenz-Färbung zur visuellen Darstellung der Proteinbanden
wurde in einer Dunkelkammer durchgeführt. Das Prinzip beruht auf einer
Konjugation des Primärantikörpers mit einem mit Horse-radish-Peroxidase-
markierten Sekundärantikörper. Bei der Reduktion von H2O2 zu H2O durch
horse radish-Peroxidase werden Sauerstoﬀradikale frei, die ein Chemilumines-
zenzsubstrat (hier: Luminol) in einen angeregten Zustand versetzen. Beim
Übergang des angeregten Luminols in seinen Grundzustand werden Licht-
quanten freigesetzt, die mittels eines Röntgenﬁlms sichtbar gemacht werden
können. Die Stärke der Lichtemission ist dabei direkt proportional zur Men-
ge des detektierten Proteins. Zum Anfärben wurden 1 ml ECLTM-Lösung A
(Chemilumineszenz-Lösung) mit 1 ml ECLTM-Lösung B vermischt und die
Nitrozellulosemembran darin für eine Minute geschwenkt. Nach dem vollstän-
digen Entfernen der Flüssigkeit wurde die Membran in einen Plastikumschlag
eingelegt. Die detektierbaren Banden wurden unter Rotlicht in einer Dunkel-
kammer auf einen Röntgenﬁlm übertragen. Der Film wurde anschließend
entwickelt und mit Röntgen-Fixierlösung ﬁxiert.
3.2.27 Statistik
Die Prüfung auf statistische Signiﬁkanz erfolgte mit Hilfe des Wilcoxon-
Mann-Whitney-Tests, auch U-Test genannt. Dabei handelt es sich um ein
nichtparametrisches statistisches Prüfverfahren zum Vergleich zweier unab-
hängiger Variablen. Bei der Ermittlung statistischer Auﬀälligkeiten zwischen
den Kontrollwerten und den jeweiligen Messwerten wurden Werte ab p 0,05
als signiﬁkant angenommen.Ergebnisse 29
Abbildung 5: SDS PAGE Analyse. SDS-PAGE Analyse unter nicht reduzierenden
Bedingungen auf einem 10 % Gradienten-Gel. Das Gel wurde mit einer Coomassie-
Blau-Färbung gefärbt. Dargestellt sieht man 1 SDS-PAGE repräsentativ für 3 wei-
tere. Es ﬁndet sich durch den Einﬂuß von Plasmin eine verstärkte Mobilität des
cApoH.
4 Ergebnisse
4.1 Modiﬁkation von ApoH
Eine Behandlung von ApoH mit Plasmin verursacht eine Veränderung des
ursprünglichen Moleküls. Daher wurde für die vorliegende Arbeit ApoH in
lyophilisierter Form vom Hersteller bezogen und für die Behandlung mit Plas-
min in PBS gelöst. Plasmin wurde in einem molaren Verhältnis von 1:15 dem
gelösten ApoH zugegeben und für 2 Stunden bei 37 C inkubiert. Anschlie-
ßend wurde eine SDS-PAGE-Analyse durchgeführt, um die o.g. Annahme zu
bestätigen. Dabei ﬁel auf, dass es durch den Einﬂuß von Plasmin zu einer
verstärkten Mobilität des ApoH im Gradienten-Gel kam (Abb. 5).
4.2 Aufreinigung von ApoH und cApoH
Um die Veränderungen der chemischen Eigenschaften des Proteins darzu-
stellen, wurde eine Aufreinigung des kommerziellen ApoHs und der durch
die Behandlung mit Plasmin geclippten Form an einem Chromatographen
durchgeführt. Dabei ging es insbesondere darum, einen Unterschied in denErgebnisse 30
chemischen Eigenschaften zwischen ApoH und cApoH aufzuzeigen. Es ließe
sich so der Beweis erbringen, dass die Inkubation mit Plasmin zu einem Um-
setzen des kommerziell erworbenen ApoH zu der geclippten Form führt. Zur
Aufreinigung wurden ApoH und cApoH mit Hilfe einer HiTrapTM Heparin-
Säule auf einem Äkta Chromatographen eluiert. Die Aufreinigungsprotokolle
der beiden Substanzen wurden graﬁsch übereinander gelegt, um einen Ver-
gleich zu ermöglichen und Unterschiede somit sichtbar zu machen. In Abb. 6
entspricht die blaue Linie der ApoH-Probe und die braune Linie der cApoH-
Probe. Bei den beiden Proben ist ein deutlicher Unterschied in dem Auftre-
ten des Peaks zu erkennen. Der erste Peak (braun) bei 22 ml ist cApoH und
der zweite (blau) bei 26 ml ApoH zuzuordnen. Dabei liegt besonderes Au-
genmerk auf dem Leitfähigkeitswert (rote Kurve) zum Zeitpunkt der beiden
Peaks. Die unterschiedlichen Werte sprechen dafür, dass es sich bei cApoH
um ein Molekül mit eigenen chemischen Eigenschaften handelt.
4.3 Einﬂuß von ApoH auf die Proliferation
Nachdem Unterschiede zwischen den chemischen Eigenschaften von ApoH
und der mit Plasmin vorbehandelten Form nachgewiesen wurden, wurde an-
schliessend evaluiert, welchen Einﬂuß diese beiden Formen auf proliferierende
Endothel-Zellen ausüben. Dazu wurden die Proben
1. ApoH
2. cApoH
3. Plasmin oder
4. PBS
auf BCE-Zellen gegeben. Um die Zellen zu aktivieren, wurde pro Vertie-
fung 10 l des Wachstumsfaktors bFGF hinzugegeben, welcher ein multi-
funktionaler Wachstumsfaktor ist und zu einer Induktion der Proliferation
und Morphogenese führt. Als Kontrolle dienten bFGF-unbehandelte Zellen.Ergebnisse 31
Abbildung 6: Chromatogramm der Heparin-Säule. Nach dem Beladen der Säule
mit ApoH (blau) und cApoH (braun) wurde die Elution mit einem kontinuierlichen
Gradienten von 20 mM bis 1 mM NaCl durchgeführt.Ergebnisse 32
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Abbildung 7: Proliferations-Assay der bovinen Kapillarendothelzellen. BCE-
Zellen wurden 16 h mit ApoH und cApoH behandelt. Als Kontrolle wurde nur mit
Plasmin oder PBS behandelt. Die Quantiﬁzierung erfolgte mittels 3H-Thymidin-
Einbau in die DNA. Auf der Y-Achse ist die Endothelzellzahl aufgetragen. Darge-
stellt ist 1 Proliferations-Assay repräsentativ für 5.
Die Messungen (siehe Abb. 7) ergaben eine deutliche Reduzierung der Zell-
zahl bei den mit ApoH- und cApoH-behandelten Proben im Vergleich zu den
Plasmin- und PBS-Kontrollen. Bei cApoH war der Eﬀekt ausgeprägter. Die
Behandlung mit bFGF führte zu einer Zellzahlvermehrung der Proben im
Vergleich zu den nicht mit bFGF-behandelten Proben. Aber auch hier kam
es im Gegensatz zu den Kontrollen zu einem deutlichen Abfall der Zellzahl
in den ApoH- und cApoH-Proben.Ergebnisse 33
4.4 Zell-Zyklus
Der Einﬂuß von ApoH und cApoH auf die Proliferation der Endothelzellen
konnte durch die vorangegangenen Versuche aufgezeigt werden. Aufgrund
dieser Ergebnisse erfolgte im Anschluß eine Durchführung weiterer Versuche
mit Hilfe eines kommerziellen Test-Kits (siehe 3.1.3.), um mögliche Verände-
rungen in den einzelnen Zell-Zyklus-Phasen darzustellen. Die Zellen befanden
sich bei den Medium-Kontrollen (siehe Abb. 8) zu 69 % in den Phasen G 0
und G 1. 4 % der Zellen waren in den Phasen G 2 und M. Über 27 % wur-
den in der S-Phase detektiert. Ein vorangehender 2-stündiger Serumentzug
induzierte bei den Zellen keine auﬀälligen Unterschiede in den einzelnen Zell-
Zyklus-Phasen. Bei den Plasmin-Kontrollen fanden sich 77 % der Zellen in
den Phasen G 0 und G 1, 7 % in den Phasen G 2 und M und 16 % in der
S-Phase wieder. Die Behandlung der Zellen mit 50 g ApoH und cApoH
führte zu einer Verschiebung der Verteilungszahlen zugunsten der Phasen G
2 und M sowie der S-Phase. Die mit ApoH-inkubierten Proben wiesen eine
Verminderung in den Phasen G 0 und G 1 und eine Erhöhung in den Phasen
G 2 und M und in der S-Phase im Vergleich zu den Kontroll-Proben auf.
Bei den mit cApoH-behandelten Proben erhöhte sich die Menge der Zellen
in den Phasen G 2 und M sowie in der S-Phase.
Um einen möglichen Einﬂuß des Annexin-II-Rezeptors auf die Signalwei-
terleitung aufzeigen zu können, wurden bei identischer Versuchsanordnung
die Annexin-II-Rezeptoren durch Anti-Annexin-II-Antikörper blockiert. Da-
bei fanden sich durch die Blockade des Annexin-II-Rezeptors bei den ApoH-
Proben 67 % der Zellen in den Phasen G 0 und G 1, 12 % in den Phasen G
2 und M sowie 21 % in der S-Phase wieder. Somit verhinderte die Blockie-
rung des Annexin-II-Rezeptors bei den Zellen eine Verschiebung der Phasen
zugunsten der G 2, M und S-Phasen.Ergebnisse 34
Abbildung 8: Zell-Zyklus. Dargestellt sind die Verteilungswerte der Zellzyklus-
Phasen der Mediumkontrollen (oben links), der Plasminkontrollen (oben rechts),
der ApoH-Proben (unten links), der cApoH-Proben (unten rechts) und in der Mitte
ApoH-Proben nach Inkubation mit dem Anti-Annexin-II-Antikörper. Repräsenta-
tiv 1 von 5 Messungen.Ergebnisse 35
4.5 Western Blot-Untersuchungen zu den Zell-Zyklus-
Proteinen
Da durch die Zell-Zyklus-Untersuchungen Verschiebungen in den einzelnen
Phasen beobachtet werden konnten, sollte anschließend untersucht werden,
ob sich das Expressionsmuster zellzyklus-regulierender Proteine verändert.
Um die Auswirkungen von ApoH und cApoH auf die Expression der Zell-
Zyklus-Proteine beurteilen zu können, wurden die Proteine p 27/Kip 1, CdK
4 und Cyclin D 1 mittels Western Blot untersucht (Tabelle 14).
Tabelle 14
Protein ApoH cApoH Plasmin Medium
p 27/Kip 1 ++ ++ + -
CdK 4 ++ ++ ++ -
Cyclin D 1 ++ ++ ++ -
ß-Aktin ++ ++ ++ ++
Die Western Blots zum Nachweis von p 27/Kip 1 zeigten eine Expressi-
onserhöhung bei ApoH, cApoH sowie Plasmin im Vergleich mit den Medium-
Kontrollen auf.
Bei den Untersuchungen von CdK 4 konnten bei ApoH, cApoH und Plas-
min vermehrte Protein-Expressionen im direkten Vergleich zu den Medium-
Kontrollen nachgewiesen werden.
Der Nachweis von Cyclin D 1 zeigte eine durchgehende Verstärkung der
Proteinexpression bei ApoH, cApoH und Plasmin im Vergleich zu den Medium-
Kontrollen auf.
4.6 Einﬂuß von ApoH auf die Signaltransduktion
Die vorangegangenen Experimente haben einen deutlichen Einﬂuß von ApoH
und cApoH auf die Proliferation und den Zell-Zyklus der Endothelzellen
nachgewiesen. In weiteren Versuchen sollten mögliche Veränderungen der
intrazellulären Signalkaskaden aufgezeigt werden. Konsequenterweise wurdeErgebnisse 36
dabei der Schwerpunkt auf die MAP-Kinasen-Systeme JNK, p 38 und ERK
gelegt, welche in der Signaltransduktion der Zelle eine entscheidene Rolle
spielen. Mit Hilfe eines FACScan Sorters wurde die intrazelluläre Aktivität
der MAP-Kinasen in HUVEC-Zellen nach der Behandlung mit ApoH und
cApoH versus Plasmin und Medium gemessen. Dabei wurde die Fluores-
zenzintensität der zuvor mit Antikörpern markierten Kinasen ermittelt, die
proportional zu ihrer tatsächlichen Menge ist. Dazu wurden die Zellen mit
a) ApoH, b) cApoH, und als Kontrollen c) Plasmin und d) Medium versetzt,
für 90 Minuten bei 37 C inkubiert und im FACS analysiert. Nachfolgend
werden die Ergebnisse der o.g. MAP-Kinasen im Einzelnen aufgezeigt. Die
verwendeten Antikörper waren gegen die entsprechende aktive, also phos-
phorylierte Form (bspw. Phospho-p 38) gerichtet, um eine Aktivierung der
Systeme nachweisen zu können.
4.6.1 Phospho-p 38
Dabei zeigte sich eine Verminderung von Phospho-p 38 bei den ApoH-Proben
im Vergleich zu den Kontrollproben (Abb. 9). Eine Behandlung der Zellen
mit cApoH führte zu einer Erhöhung von Phospho-p 38. Somit konnte eine
entgegengesetzte Wirkung zwischen den beiden Proben ApoH und cApoH
aufgezeigt werden. Die Plasmin-Kontrollen wiesen im Vergleich zu den Kon-
trollproben eine leichte Erhöhung auf.
4.6.2 Phospho-JNK
Bei der Inkubation der Proben mit dem Phospho-JNK-Antikörper wiesen die
ApoH-Proben eine Erhöhung im Vergleich zu den Medium-Kontrollen auf
(Abb. 10). Die Behandlung mit cApoH führte zu einer deutlichen Erhöhung.
In diesem Falle verhielt sich die Veränderung durch eine Inkubation mit ApoH
ähnlich wie eine Inkubation mit cApoH. Die Plasminbehandlung der Proben
induzierte keine Veränderung.Ergebnisse 37
Abbildung 9: FACS-Analyse von Phospho-p 38. HUVEC wurden mit einem
Phospho-p 38-Antikörper und einem PE-markierten Sekundärantikörper behan-
delt und mit dem FACScan gemessen. Pro Messung wurden 1 x 104 Zellen gezählt.
Auf der Y-Achse ist die Anzahl der gemessenen Ergeignisse (Events) aufgetragen.
Dargestellt ist ein repräsentatives Histogramm aus einer von 5 Messungen.Ergebnisse 38
Abbildung 10: FACS-Analyse von Phospho-JNK. HUVEC wurden mit einem
Phospho-JNK-Antikörper und einem PE-markierten Sekundärantikörper behan-
delt und mit dem FACScan gemessen. Pro Messung wurden 1 x 104 Zellen gezählt.
Auf der Y-Achse ist die Anzahl der gemessenen Ergeignisse (Events) aufgetragen.
Dargestellt ist ein repräsentatives Histogramm aus einer von 5 Messungen.Ergebnisse 39
4.6.3 Phospho-ERK 1/2
Die FACS-Analyse mit dem Phospho-ERK 1/2-Antikörper ergab eine Er-
höhung bei der Inkubation mit ApoH. Die Behandlung mit cApoH führte
ebenfalls zu einer Erhöhung von Phospho-ERK 1/2 und es konnte somit
kein Unterschied zwischen den beiden Proben nachgewiesen werden. In den
Plasmin-Proben war eine geringe Erhöhung nachweisbar.
4.7 Analysen zur Expressionskinetik der Signalproteine
Um mögliche Veränderungen im zeitlichen Verlauf detektieren zu können,
wurde die o.g. Versuchsanordnung dahingehend verändert, dass die Mes-
sungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgeführt wurden. Repräsen-
tativ sind im Folgenden die Messungen mit dem Phospho-p 38- sowie dem
Phospho-JNK-Antikörper graﬁsch dargestellt.
4.7.1 Phospho-p 38
Generell lässt sich eine Erhöhung der Werte feststellen (Abb. 11). Im Spe-
ziellen ist bei Phospho-p 38 eine Verringerung des zeitlichen sowie des Ab-
solutwertes von ApoH zu verzeichnen. Entgegengesetzte Ergebnisse sind bei
cApoH zu erkennen. Diese Kinetikkurven bestätigten die zuvor gemessenen
Absolutwerte der beiden Proben ApoH und cApoH.
4.7.2 Phospho-JNK
Bezüglich der Kinetikmessungen mit dem Phospho-JNK-Antikörper konnten
bei allen vier untersuchten Proben Erhöhungen des Absolutwertes dargestellt
werden (Abb. 12). Insbesondere bei ApoH lag der Absolutwert deutlich über
dem Ausgangswert und auch höher als der Absolutwert von cApoH. Bei
den Medium-Kontrollen zeigte sich nach 60 Minuten eine Verminderung des
zeitlichen Wertes, die sich nach 90 Minuten jedoch wieder in eine Erhöhung
des Absolutwertes umwandelte.Ergebnisse 40
0
5
10
15
20
25
30
35
40
Zeit [Minuten]
r
e
l
a
t
i
v
e
 
F
l
u
o
r
e
s
z
e
n
z
e
i
n
h
e
i
t
e
n
 
[
R
F
U
]
Medium ApoH cApoH Plasmin
30                                                                                                 60                         90
Abbildung 11: Kinetik-Kurven des Phospho-p 38-Antikörpers. HUVEC wurden
mit dem Phospho-p 38-Antikörper und anschließend einem PE-Sekundärantikörper
inkubiert. Die Zeitpunkte der Messung sind 30 Minuten, 60 Minuten und 90 Mi-
nuten nach Beginn der HUVEC-Inkubation mit den Proben a) Medium, b) ApoH,
c) cApoH und d) Plasmin. Dargestellt ist eine Messung, repräsentativ für 3.Ergebnisse 41
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Abbildung 12: Kinetik-Kurven des Phospho-JNK-Antikörpers. HUVEC wur-
den mit dem Phospho-JNK-Antikörper und anschließend mit dem PE-
Sekundärantikörper inkubiert. Zeitpunkte der Messung sind 30 Minuten, 60 Mi-
nuten und 90 Minuten nach Beginn der Inkubation mit den Proben a) Medium, b)
ApoH, c) cApoH und d) Plasmin. Dargestellt sieht man eine von 4 Messungen.Ergebnisse 42
Abbildung 13: Eﬀekte der Inkubation mit den Proben auf HUVEC. Die HUVECs
wurden 90 Minuten mit den Proben a) Medium, b) ApoH, c) cApoH und d) Plasmin
behandelt. Repräsentativ ist jeweils 1 Western Blot von 3 dargestellt.
4.8 Western Blot
4.8.1 Auswirkungen auf die MAP-Kinasen
Die Banden von ApoH und cApoH (Abb. 13) sind bei Phospho-p 38 et-
was stärker ausgeprägt als die der Medium- und Plasmin-Kontrollen. Die
Banden von ApoH und cApoH lassen eine erhöhte Expression von Phospho-
ERK 1/2 im Vergleich mit den Medium - und Plasmin-Kontrollen erkennen.
Der Western Blot zeigt eine unterschiedlich starke Expression von Phospho-
JNK. Bei ApoH und cApoH ist eine vermehrte Expression zu erkennen. Die
Proteinexpression von ß-Aktin dient als Kontrolle. Man überprüft damit die
aufgetragenen Proteinmengen auf Gleichmäßigkeit.Diskussion 43
5 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einﬂuß von ApoH im Zellkulturmodell
mit Endothelzellen untersucht. Dabei wurden erstmals die Auswirkungen von
ApoH und cApoH auf die MAP-Kinasen nachgewiesen sowie Veränderungen
in den einzelnen Zellzyklusphasen detektiert.
5.1 ApoH
ApoH wird in der Literatur besonders in Zusammenhang mit Autoimmuner-
krankungen wie dem APS und dem SLE genannt. Bei Patienten mit diesen
Erkrankungen ist ein erhöhter Serumtiter der Antiphospholipid-Antikörper
nachweisbar. ApoH fungiert hier als Target-Protein, d.h. die gebildeten Auto-
Antikörper richten sich gegen das körpereigene ApoH (Jones et al., 1992).
Das APS ist ein autoimmunes thrombophiles Geschehen, welches sich durch
die Anwesenheit von Antikörpern gegen Phospholipid-bindende Proteine aus-
zeichnet. Klinisch manifestiert sich dieses Syndrom durch vaskuläre Throm-
bosen und Komplikationen während der Schwangerschaft, insbesondere als
wiederholtes Auftreten von Spontanaborten (Rand, 2007). Die Ursache des
Pathologiemechanismus des APS liegt vermutlich in den Autoimmunantikör-
pern gegen das körpereigene ApoH. Bilden sich ApoH-Dimere, binden diese
an ApoER2´ auf den Blutplättchen und führen zu ihrer Aktivierung und
Aggregation. Die Bindungsstelle von ApoH für ApoER2´ liegt in der fünften
Domäne (van Lummel et al., 2005). Aufgrund seiner chemischen Struktur bin-
det ApoH hervorragend an negativ geladene Oberﬂächen wie Proteoglykane,
Heparinsulfate sowie anionische Phospholipide. Neben seiner unspeziﬁschen
Bindung an negativ geladene Oberﬂächen bindet ApoH speziﬁsch an Endo-
thelzellen. Die Bindung erfolgt hier mit hoher Aﬃnität an den endothelialen
Annexin-II-Rezeptor (Ma et al., 2000). Binden nun Anti-ApoH-Antikörper
an ApoH, welches an Annexin II gebunden ist, kommt es zu einer Endothel-
zellaktivierung (Chung et al., 1994) und die Endothelzellen werden in einen
pro-koagulatorischen Zustand versetzt. Desweiteren werden von den Endo-Diskussion 44
thelzellen vermehrt Adhesionsmoleküle und IL-6 exprimiert (Del Papa et al.,
1997). Wie in 1.2.1. aufgeführt, kann ApoH auch in einer enzymatisch ver-
änderten Form (cApoH) vorliegen. In der Literatur zeigten verschiedene in
vivo Studien ein erhöhtes Vorkommen von cApoH bei Patienten mit Leuk-
ämie sowie bei Patienten mit Zerebralinfarkt (Itoh et al., 2000, Yasuda et al.,
2004). Um nicht nur die Auswirkungen von ApoH, sondern auch von cApoH
detektieren zu können, wurden in den Versuchsansätzen stets die folgenden
Proben verwendet:
1. ApoH
2. cApoH
3. Plasmin oder
4. Medium.
Durch die Verwendung der Plasmin-Kontrolle konnte in den Experimenten
aufgezeigt werden, dass Plasmin an sich keine anti-angiogene Wirkung hat.
In gleicher Weise wurde die o.a. Medium-Probe als Negativkontrolle für das
verwendete Zellkulturmedium benützt.
Um die Herstellung von cApoH (siehe 3.2.7.) zu überprüfen, wurde mit
beiden Proben (ApoH und cApoH) eine Chromatographie unter gleichen Be-
dingungen durchgeführt. Nach dem Vergleich der beiden Aufreinigungsproto-
kolle konnte ein deutlicher Unterschied zwischen dem zeitlichen Auftreten der
entsprechenden Fraktionen im Chromatogramm festgestellt werden. Deshalb
ist davon auszugehen, dass das verwendete Protokoll zu einer Umsetzung von
ApoH zu cApoH führt.
5.2 Angiogenese
Ein Zusammenhang zwischen einer Angiogenesehemmung durch ApoH wur-
de zum ersten Mal im Jahre 2002 diskutiert (Beecken, 2002). Es wurde of-
fensichtlich, dass ApoH Einﬂuß auf das Wachstum von Endothelzellen hat.Diskussion 45
Beecken et al. führte 2006 Versuche mit Blasenkarzinomzelllinien im Maus-
modell durch. Dabei wurden Tumorzellen in beide Flanken der Maus injiziert.
Nach kurzer Zeit konnte aufgezeigt werden, dass es nur auf einer Flankenseite
zum Wachstum des Tumors gekommen war und die andere Seite oﬀensicht-
lich durch eine durch den Tumor sezernierte Substanz am Wachstum gehin-
dert wurde. Nachdem der Kulturüberstand der veränderten Zelllinie gepoolt
und im Endothelzellmodell auf Aktivität getestet wurde, wurde daraus eine
Substanz isoliert, die sich später als blockierend erwies. Eine anschließen-
de N-terminale Sequenzierung und Massenspektrometrie identiﬁzierte diesen
Angiogenesehemmer als ApoH und es konnte eine dosisabhängige und spezi-
ﬁsche Hemmung der Endothelzellproliferation aufgezeigt werden. In den Ex-
perimenten wurde eine deutliche Reduktion der Gefäßdichte in den mit ApoH
behandelten Tumoren im Vergleich zu den Kontrollen in vitro nachgewiesen.
Diese Untersuchungen postulieren eine anti-angiogene Wirkung von ApoH
sowie cApoH (Beecken et al., 2006). Für das Wachstum und die Entwicklung
eines soliden Tumors ist die Angiogenese obligatorisch. Neben der Metastasie-
rung ist die Angiogenese ein wichtiger Prozeß im Zuge der Krebserkrankung.
Eine der wichtigen Schlüsselreaktionen von Endothelzellen auf die Stimula-
tion mit angiogenen Faktoren ist die Signaltransduktion durch Aktivierung
von Rezeptor-Protein-Kinasen-Kaskaden. Diese Signalkaskaden führen zum
Eintritt der Zellen in den Zellzyklus sowie zu einer Aktivierung der zuvor ru-
henden Zellen, damit eine ausreichende Anzahl an Zellen für die wachsenden
Kapillaren zur Verfügung steht (Folkman et al., 1992, Bouck et al., 1996).
Daher ist die Erforschung von Agentien, die mit den Endothelzellen intera-
gieren und deren Wachstum beeinﬂussen eine bedeutsame Aufgabe im Zuge
der Krebsbekämpfung. Damit vaskuläre Endothelzellen ihre Primärfunktion
als Auskleidung der Blutgefäße ungestört ausüben können, muss ihre Signal-
weiterleitung sich von der der meisten anderen Zellen unterscheiden. Dabei
geht es insbesondere um die Zellantwort auf PDGF und EGF, zwei Wachs-
tumsfaktoren, die eine wichtige Rolle bei der Proliferation der Endothelzellen
spielen. Diese Speziﬁtät sichert den Ruhezustand der Endothelzellen solan-Diskussion 46
ge, bis aufgrund von Wundheilung oder Tumorwachstum eine Angiogenese
notwendig geworden ist (Ferrera et al., 2000).
5.3 Auswirkungen auf die Proliferation
Um die Auswirkungen von ApoH auf die Proliferation der Endothelzellen
beurteilen zu können, wurde die Hälfte der Zellen im Versuchsansatz (siehe
3.2.6.) zusätzlich mit dem Wachstumsfaktor Basic Fibroblast Growth Fac-
tor (bFGF) behandelt. bFGF wirkt mitogen auf Endothelzellen und fungiert
somit als direkter Angiogenese-Stimulator (Moses et al., 1995). Dabei ﬁel
auf, dass es durch die Behandlung der Zellen mit ApoH und cApoH zu ei-
ner deutlichen Reduzierung ihrer Zellzahl kam. cApoH erwies sich in dem
Proliferations-Assay gegenüber ApoH als stärkerer Inhibitor. Dieses Ergebnis
untermauert die Hypothese, dass cApoH zu einer deutlicheren Angiogenese-
Hemmung im Stande ist als ApoH. Cai et al. zeigten 1995, dass ApoH das
Überleben von Endothelzellen in vitro unterstützt und bezeichneten es da-
her als Endothelial Cell- Viability Maintaining Factor (EC-VMF). Auf den
ersten Blick scheint dies eigenen Untersuchungsergebnissen zu widersprechen,
bei welchen ApoH zu einer Zellzahlreduzierung führte. Betrachtet man jedoch
die Versuche genauer, stellt sich heraus, dass es sich nicht um eine Indukti-
on der Endothelzellproliferation handelt, sondern lediglich um ein besseres
Überleben unter serumfreien in vitro Bedingungen. Ferner wies das verwen-
dete Protein ein Molekulargewicht von 65 kDa auf. Da ApoH in der Litera-
tur mit einem Molekulargewicht von 54 kDa zitiert wird, wurde in eigenen
Experimenten kommerzielles ApoH verwendet, welches ebenfalls ein Moleku-
largewicht von 54 kDa besitzt. Die N-terminale Sequenzierung des EC-VMF
ergab die N-terminale Sequenz von Kälber ApoH. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass es sich bei EC-VMF um ein verändertes oder erweitertes Molekül
von ApoH handelt. Somit ließe sich das entgegengesetzte Ergebnis eigener
Untersuchungen erklären.Diskussion 47
5.4 Rolle der MAP-Kinasen
Die Weiterleitung von extrazellulären Signalen zu ihren intrazellulären Zielen
wird durch ein umfangreiches Netzwerk verschiedener interagierender Protei-
ne gewährleistet. Dazu gehören neben membranständigen Molekülen auch die
im Zytoplasma vorkommenden Protein-Kinasen, allgemein bekannt unter der
Bezeichnung Mitogen-activated Protein-Kinasen (MAP-Kinasen). Die MAP-
Kinasen spielen in der Signaltransduktion der Zelle eine entscheidene Rolle
(Seger et al., 1995). Sie unterteilen sich in: Extrazellulär-Signal-regulierten
Kinasen (ERK), c-jun-N-terminale Kinasen (JNK) und p 38 (Robinson et
al., 1997). Die Regulation der MAP-Kinasen erfolgt durch die MAP-Kinasen-
Kinasen, welche über eine duale Phosphorylierung und Dephosphorylierung
von Threonin und Tyrosin arbeiten. Die MAP-Kinasen-Kinasen ihrerseits
werden durch MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen phosphoryliert und somit ak-
tiviert. Die Inaktivierung der Protein-Kinasen erfolgt durch Phosphatasen
(Schaeﬀer et al., 1999).
5.4.1 Die MAP-Kinase p 38
P 38 wird durch Interleukin-1ß (IL-1), TNF-alpha und UV-Strahlung (Abb.
14) aktiviert (Keyse et al., 1995, Ichijo et al., 1997) und hat eine aktive
Rolle im Rahmen der Apoptose-Induktion (Xia et al., 1995). Aktiviertes p
38 führt zu einer Translokation von Bax, welches pro-apoptotisch wirkt, aus
den Mitochondrien ins Zytoplasma (Yoshino et al., 2001).
5.4.2 Die MAP-Kinase JNK
JNK ist ein Integrationspunkt für zahlreiche biochemische Signale und hat
Einﬂuß auf die Proliferation, Diﬀerenzierung und die Regulation der Tran-
skription. Es wird durch den TNF-alpha-Rezeptor, Fas und CD 40 (Abb. 15)
sowie im Rahmen der UV-induzierten Apoptose aktiviert (Leppä et al., 1999).
Xia et al. beschreiben 1995 eine starke Korrelation zwischen dem hohen Ni-
veau an JNK-Aktivität und dem Einsetzen einer Apoptose (Xia et al., 1995).Diskussion 48
Abbildung 14: Skizzierter Signalübertragungsweg von p 38. (Modiﬁziert nach
Widmann et al. 1999)Diskussion 49
Desweiteren führte ein Serumentzug, welcher als Stressfaktor für die Zellen
angesehen werden kann, bei Untersuchungen in verschiedenen Zelltypen zu
einer JNK-Aktivierung (Johnson et al., 1996).
5.4.3 Die MAP-Kinase ERK
Die mitogene Antwort auf VEGF oder Serum wird bei HUVEC durch den
ERK-Signalweg übermittelt (Wu et al., 2000). ERK werden durch extrazel-
luläre Stimuli, wie z.B. Wachstumsfaktoren und Proonkogene aktiviert. Aus-
serdem führt zellulärer Stress zu ihrer Aktiverung (Anderson et al., 1990,
Widmann et al., 1999, Hill et al., 1995, Whitmarsh et al., 1995, Kyriakis
et al., 2001). Unter Apoptosebedingungen der Zellen werden ERK meistens
herunterreguliert (Xia et al., 1995).
5.5 Eigene Ergebnisse
Eigene Untersuchungen zeigten eine deutlich erhöhte Menge an Phospho-
p 38, Phospho-JNK und Phospho-ERK 1/2, also den phosphorylierten und
somit aktiven Formen der drei Kinasen, in den Endothelzellen nach einer 90-
minütigen Behandlung mit cApoH. Die ApoH-Proben führten jedoch nur bei
Phospho-JNK und Phospho-ERK 1/2 zu einem Anstieg der Fluoreszenzin-
tensität. Bei Phospho-p 38 kam es zu einer Verminderung der Fluoreszenzin-
tensität. ApoH induziert dementsprechend bei Endothelzellen keine Apopto-
se über den Phospho-p 38-Signalweg. Im Gegensatz dazu führt cApoH bei
Endothelzellen zu einer Akivierung des Phospho-p 38-Signalweges, welcher
zum Einsetzen der zelleigenen Apoptose führt.
Der klassische MAPK/ERK Pathway ist für die Weiterleitung der mito-
genen Antwort der HUVECs auf VEGF oder Serum verantwortlich (Thakker
et al., 1999, Yu et al., 1999). Neben ERK scheint auch der p 38-Signalweg
für die Weiterleitung des Motilitäts-stimulierenden Eﬀektes von VEGF ver-
antwortlich zu sein (Wu et al., 2000, Rousseau et al., 1997). In zahlreichen
Zelllinien spielen der JNK- sowie der p 38-Signalweg in der Regulation der
Apoptose eine Rolle (Leppä et al., 1999). Die Apoptose ist mit erhöhter pDiskussion 50
Abbildung 15: Skizzierter Signalübertragungsweg von JNK. (Modiﬁziert nach
Widmann et al. 1999)Diskussion 51
38-Phosphorylierung und Dephosphorylierung von ERK 1/2 und JNK ver-
bunden. ERK 1/2 und JNK wurden vermindert exprimiert und es kam zu
einem verstärkten G 1-Arrest (Wang et al., 2001). Durch die quantitative Be-
stimmung der Expressionsproﬁle von p 38, Phospho-JNK und Phospho-ERK
1/2 mittels Western Blot konnte in der vorliegenden Arbeit der Einﬂuß von
ApoH und cApoH auf die humanen Endothelzellen aufgezeigt werden. Dabei
kam es nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten mit ApoH und cApoH bei
allen drei Proteinen zu einer vermehrten Expression im Vergleich mit den
Kontrollen Plasmin und Medium.
5.6 Zell-Zyklus
Um die Konsequenzen einer Inkubation mit ApoH und cApoH beurteilen zu
können, wurden die behandelten Zellen den einzelnen Zell-Zyklus-Phasen zu-
geordnet. Der Zell-Zyklus ist in vier Phasen unterteilt. Die Phasen, in denen
DNA synthetisiert wird (S-Phase) und die Mitose stattﬁndet (M-Phase) sind
durch sogenannte „Gap„-Phasen (G 1 und G 2) unterschiedlicher Länge unter-
brochen. Verschiedene Kontrollmechanismen sichern einen geregelten Ablauf
des Zell-Zyklusses. Für den Übergang aus der G 2 in die M-Phase werden
sowohl Cyclin A 2 und B 1 benötigt, die zusammen mit CdK einen Komplex
bilden. Cyclin A 2 wird am Übergang der G 1 in die S-Phase und M-Phase
des Zell-Zykluses benötigt.
Bei den Untersuchungen kam es jeweils zu einer deutlichen Verschie-
bung der Zell-Zyklus-Phasen im Vergleich mit den Kontrollen. Sowohl ApoH
als auch cApoH führten zu einer Verteilungsverschiebung zugunsten der S-
Phase und den G 2/M-Phasen. Um die Rolle des Annexin-II-Rezeptors in der
Signalübertragung zu überprüfen, wurde bei einigen Zell-Zyklus-Versuchs-
ansätzen der Rezeptor durch eine vorangehende Inkubation mit einem Anti-
Annexin-II-Antikörper blockiert. Dies führte zu einer vollständigen Aufhe-
bung der zuvor beschriebenen Veränderungen.
Wu beschreibt 2007 die Veränderungen auf Proteinebene bei einem Zell-
tod von HUVECs. Dabei ﬁndet sich eine verminderte Expression von Cdk 4,Diskussion 52
Cyclin A, Cyclin D 1, dem Retinoblastoma-Gen (RB), dem anti-apoptotischen
Bcl-2 und dem VEGF-Rezeptor. Gleichzeitig konnte eine Aktivierung der
Cdk-Inhibitoren p 21 und p 27 gemessen werden (Wu et al., 2007). Eigene Un-
tersuchungen (siehe 4.5.) zeigten ein vermehrtes Auftreten des Cdk-Inhibitors
p 27 (Kip) nach der Behandlung der Zellen mit ApoH und cApoH. Nimmt
man die Ergebnisse von Wu als Grundlage, konnte mit den durchgeführten
Versuchen eine anti-angiogene Wirkung von ApoH und cApoH bestätigt wer-
den. Gleichzeitig konnte eine vermehrte Expression von Cdk 4 und Cyclin D
1 in den mit ApoH und cApoH behandelten Endothelzellen festgestellt wer-
den. Eine vermehrte Expression konnte Wu nicht bestätigen. Larrea et al.
hingegen stellte eine durch phophoryliertes p27 induzierte Aktivierung sowie
Vermehrung von Cdk 4und Cyclin D1 fest, was eigene Ergebnisse untermau-
ert.
5.7 Ausblick
Angiogenese spielt eine große Rolle bei der Tumorprogression sowie der Meta-
stasierung. Durch eine Beeinﬂussung der Angiogenese mittels anti-angiogener
Substanzen öﬀnen sich ansprechende Therapiemöglichkeiten bei malignen Er-
krankungen sowie proliferativen Prozessen. Dabei sind zahlreiche Mechanis-
men denkbar, um entsprechend regulierend in die Angiogenese einzugreifen.
Als repräsentatives Beispiel sind hier die bereits bei Kolorektal-Karzinom
sowie als Therapie der proliferativen Maculadegeneration eingesetzten mo-
noklonalen Antikörper gegen den VEGF-Rezeptor (z.B. Avastin) zu nennen.
Die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren eine deutliche Hemmung der
Endothelzellaktivität durch ApoH. Da es sich bei ApoH um ein körpereigenes
Protein handelt, sind bei einem möglichen therapeutischen Einsatz des Prote-
ins mit wesentlich geringeren unerwünschten Nebenwirkungen zu rechnen als
bei nicht körpereigenen Substanzen. Eine Weiterführung der Experimente,
die sich mit dem Auﬃnden des aktiven Fragmentes von ApoH beschäftigen,
könnte beispielsweise durch die Entwicklung eines nur wenige Aminosäuren
langen Peptides, welches die anti-angiogene Wirkung von ApoH beeinhaltenDiskussion 53
würde, zu neuen Therapieoptionen führen.Zusammenfassung / Summary 54
6 Zusammenfassung/Summary
6.1 Zusammenfassung
ApoH ist ein endogenes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 54
kDa. Es wird sowohl in der Leber als auch in der Plazenta synthetisiert. Das
monomere Protein besitzt 4 sich wiederholende Domänen und eine 5. Domä-
ne, an die sich ein C-terminaler Schwanz anschließt. Dieser 20 Aminosäuren
lange Schwanz kann durch Plasmin enzymatisch zu einer geclippten Form
(cApoH) umgesetzt werden.
Die physiologische Funktion des Proteins ist bis heute nicht eindeutig ge-
klärt. Vorausgegangene Untersuchungen demonstrierten jedoch, dass ApoH
Einﬂuß auf die Angiogenese und somit Proliferation vaskulärer Endothelzel-
len ausübt.
Um den Einﬂuß von ApoH und cApoH auf Endothelzellen untersuchen zu
können, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Proliferationsversuche
im Zellkulturmodell mit humanen Endothelzellen und bovinen Kapillarendo-
thelzellen durchgeführt. Des weiteren wurden Auswirkungen von ApoH und
cApoH auf einzelne Zellzyklusphasen der Endothelzellen untersucht. Um
auch die Auswirkungen von ApoH und cApoH innerhalb der Zelle beurtei-
len zu können, wurde in darauﬀolgenden Experimenten das Augenmerk auf
die intrazelluläre Signalweiterleitung gelegt. Dabei wurden insbesondere die
MAP-Kinasen p 38, JNK, ERK 1/2 untersucht, da es einen Zusammenhang
zwischen Apoptose und ihrer Aktivierung gibt. Der intrazelluläre Proteinge-
halt wurde mittels Western Blot sowie Flow-Cytometrie gemessen.
In den Proliferationsversuchen konnte eine deutliche Wachstumshemmung
der Endothelzellen durch ApoH und cApoH festgestellt werden. Bei der Zu-
ordnung der Zellen zu den einzelnen Zellzyklusphasen ﬁel auf, dass es durch
ApoH und cApoH zu einer Verschiebung der Phasen zugunsten der G 2-,
M- und S-Phasen kam. Eine 90-minütige Inkubation der Endothelzellen mit
ApoH und cApoH bewirkte bei JNK und ERK 1/2 eine deutliche Erhöhung
der Aktivität in der Flow-Cytometrie-Untersuchung. Im Falle von p 38 kamZusammenfassung / Summary 55
es durch ApoH jedoch zu einer Verminderung der Aktivität. Western Blot
Experimente ergaben bei allen drei MAP-Kinasen eine vermehrte Expression
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen bzw. mit Plasmin behandel-
ten Zellen.
Im Rahmen der Arbeit wurde nachgewiesen, dass es unter dem Einﬂuß von
ApoH und cApoH zu einer Hemmung der Angiogenese von Endothelzellen
kommt. Es konnten sowohl Auswirkungen auf die Endothelzellmodiﬁkation
als auch auf die Endothelzellaktivität belegt werden.
6.2 Summary
ApoH is an endogenous glycoprotein with a molecular weight of 54 kDa. It
is synthesised in the liver and in the placenta. Beside 4 recurring domains,
the monomere protein ApoH owns a 5th domain to which a C-terminal tail
is adopted. Therefore, the whole tail consists of 20 amino acids. By the use
of plasmin, it can be transformed enzymatically to a clipped form (cApoH).
To date, the physiological function of the protein is not clariﬁed in a deﬁnite
way. However, earlier research shows that ApoH inﬂuences the angiogenesis
and that it bears on the proliferation of vasculary endothelial cells.
The present work, though, places great emphasis on the inﬂuence of ApoH
and cApoH on endothelial cells. Therefore, proliferation tests in the cell cul-
ture model were carried out with both, human endothelial cells and bovine
capillary endothelial cells. One can also ﬁnd an analysis of the eﬀects of ApoH
and cApoH on all cell cycle phases of endothelial cells in this work. Further-
more, diﬀerent tests served to pay special attention to the intracellular signal
forwarding, so that implications of ApoH and cApoH could be described, too.
In doing so, attention was directed to the MAP-kinases p 38, JNK, ERK 1/2
as there is a connection between apoptosis and their activation. It should be
mentioned that the amount of intracellulary protein was measured by the
use of western blot and ﬂow-cytometry.
The proliferation test showed that the use of ApoH and cApoH led to a clearZusammenfassung / Summary 56
growth inhibition of endothelial cells. By the time the cells were allocated
to all cell phases, it was appealing that some cell phases were changed. It
can therefore be concluded that ApoH and cApoH help to detect more endo-
thelial cells in G 2-, M. and S-phases. In the ﬂow-cytometry investigation, a
90-minute incubation of the endothelial cells with ApoH and cApoH revealed
a clear increase of activity with JNK and ERK 1/2. However, it should be
remarked that ApoH caused a decrease of activity with p 38. Western blot
tests showed an increased expression with all 3 MAP-kinases when compared
to untreated controls and to cells treated with plasmin. One can sum up that
tests done for this work emphasise the fact that the angiogenesis of endothe-
lial cells is inhibited when in contact with ApoH and cApoH. In this matter,
not only eﬀects on the modiﬁcation of endothelial cells have been proven but
also eﬀects on the activity of endothelial cells.Literaturverzeichnis 57
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